








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































虚血性心疾患 1．67±0．14＊＊ 25，3±4．3＊＊ 235．3±6．4＊
糖尿病 1．12±0．10＊＊＊ 35．6±3．7＊ 222．3±55＊＊
急性炎症 1．61±0．15＊＊＊ 17．6±9．2＊＊＊ 211．1±3．2＊＊＊
内毒素中毒 1．63±0．19＊＊ 27。0±4．0＊ 213．2±6．0＊＊
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Fig．7．　Conf㏄al　microscopic　observations　of
LECs．　LECs　were　incubated　fbr　2　h　at　37°C（A
and（▼｝or　4°C（B）with　Alexa　488－labeled　D3
albumin（gleen）and　the　indicated　compounds．
A：intracel監u璽ar　distributions　of　LysoTracker（a
red伽orescent　marker　of　the　lysosomal　com－
pa貫ment）and　D3　albumin（green）．　The　over－
1ay　plot〔yellow）of　these　two　colors　ind童cates
that　D3　albumin　existed　in　the　lysosome　within
the　LECs．　B；cell　surface　disnibution　of　gP　18
and　the　binding　s忙es　of　D3　albumin．　Cy3－
labeled　anti－gp　l　81gG（3　Fglml；red）and　Al－
exa　488－tabeled　D3　albumin　（green）were
added　to　the　medium　and　incubated　fbr　2　h　at
4°C．The　same　distribution　pattems　between
規）18amd　D3　albumln　were　observed　o皿the
cell　suI｛a㏄．　C：inhibito！y　effectS　of　anti－gp】8
and　antレgp30　IgG　on　the　incorporation　of　D3
a！bumin　into　LECs．　The　same　condition　used
in　A　was　used，　except　fbr　the　addition　of
anti－gp　l　8　and　anti－gp301gG，　The　equimolar
mixture　of　these　IgG（1（X｝ptglml）completely
blocked　the　incorpOration　of　D3　albumin．　Each
image　is　typical　of　three　experiments　in（liffer－
ent　c山ures．　Scale　bar，5pm．
　　　　　　　　　　　o
　　　　　　　　　　　　　　contro量　　PAO　　　filipin　　digitonin
Fig．8．　Effects（⊃f　the　end【｝cy廿c　inhibitors　on　the　uptal（e　and　degradation　of　D3
a】bumin．　LECs　were　incuba重ed　f｛）r　2　h　aI　37°C　w曲FrrClabeled　D3　a】bumin
in　the　presence　of　pheny蓋arsine　oxide（PAO，　an　inhibitor　of　cla廿頃n－related
end㏄ytosis），　filipin，　and　digitonin（inhibitors　of　caveolae－related　endocytosis）・
PAO（2　FM）showed　no　effbect　on　the　uptake　and　degradation　of　D3　albumin．
In　c〔〕nt【ast，　bo 　fiiipin（5晒g／m1）alld　digi紅onin（4　pM）inhibited　the　uptake
and　dcgradati（m　of　D3　albumin　to～20％｛｝f　the　control　level．　The　specific
uptake（c】osed　bar）and　degradation（open　bar）were　estimated　in　the　same
manner　as　described　in　Fig．4．　Data　are　expressed　as　a　per℃entageく）f　the　signal
in　the　ab．gence　of　any　inhibitor｛control）．　Statisticaj　sjgnjficance　was　eva】uaIed
using　one－w y　ANOVA　fo］lowed　by　Fishcr’s　mllltiple　range　tes喧s，＊＊＊P＜
0．001　vs．　contr（｝1，
〆）P－Ce〃P乃y∫’o’。voL　289・sF．1「lrEMBER　2〔x｝5・www．ajpcell．org
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A
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋ゴihpin
Fig．9．　EffectS　of　endQcytic　inhibitors　on山e
uptake　of　D3　albumin．　Conf6cal　micmscopic
observations　of　LECs．　LECs　were　incobated　fbr
2hat　37°C　with　Alexa　488－1abeled　D3　albumin
（gleen）and　LysoTracker（red　Huorescent　marker
of　the　lysosomal　compa血nent）in　the　presence
of　PAO（an　inhibitor　of　clathrin－related　end（》cy一
欝識膿蹴階監。欝膿窟B
of　th配e　experiments　in　different　cultures．　Sca｝e
bar，5Fm．
・PAO
Lys｛DTracker
Alcxa　4xx－labclcd
　D3　albumin overlay
circulating　blood　via　the　endothelial　cell　surface　receptors　gP　l　8
and　gp30．
　　The　cellular　binding　and　uptake　of　FITC－1abeled　D3　a畳bumin
were　significantly　inhibited　by　denatured　albumins（D3　albu－
min，　F－Alb，　and　M－Alb）and　by　andbodies（against　gp　l　8，　gp30，
and　spccific　epitopes　of　M－Alb）（Fig．5）．　The　same　inhibitory
results　were　observed　in　the　ligand　blot　experlments（Fig．3，　B
and　C）．　The　most　remarkable　observations　regarding　Figs．5
and　6　are山at　anti－gp　l　8　and　gp301gG　additively　inhibited　the
binding　and　uptake　of　D3　albumin，　resulting　in　an～80％
inhibition　of　the　uptake　and　degradation　of　D3　albumin．　These
phenomena　led　us　to　think　that　gp18and　gp30　equally　partic－
ipate　in　the　incorporation　and　degradation　of　D3　albumin　and
that　most　of　the　D3　albumin　is　incorporated　into　the　cell　by
these　recep重ors．　The　LECs　degrade　most　of　the　modified
albumin　in　the　body（5）．　Consequently，　it　may　be　that　the
degradation　of　D3　albumin　via　gp　18and　gp30　is　the　phmary
degradation　pathway孟n　the　body」n　our　experiments，　gp豆8and
gp30　shared　the　ability　to　incorporate　D3　albumin　into　the　cell．
This行nding　may　be　interpreted　as　fol且ows．　First，　gp　l　8　and
gp30　may　recognize　the　same　binding　site　in　denatured　albu－
min．　As　such，　gp　18and　gp30　may　contribute　to　the　degradation
of　denatured　albumin，　depending　on　the　number　and　affinity　of
each　receptor　exposed　on　the　cell　surface．　Second，9P夏8and
gp30　may　recognize　different　sites　of　denatured　albumin．　Each
receptor　in　this　case　may　correspond　to　degraded，　denatured
albumin　wlth　different　steric　conformations　resulting　from
various　changes　三n　body　status．　In　any　case，　pr㏄】se　expen－
ments　are　n㏄ded　concerning　the　amino　acid　sequences　that
bind　to　gP18and　gP30．
’πcoηワoration（～ズD3　A’bu〃1’πわy　Caveola｛～－Re’α’ed
Endocy’0∫’5
　　The　mechanisms　underlying　receptor－mediated　endocytosis
are　thought　to　be　divided　into　two　categories　based　on　the
proteins　that　participate　in　the　endocytic　process：clathrin一
related　 ndo ytog．　is　and　caveolae－related　endocytosis（45）．　We
used　the　specific　inhibitors　of　these　endocytic　pr㏄esses　重o
confi　rm　the　process　used　in　the　degradation　of　D3　albumin．　As
shown　in　Fig．8，　both　mipin　and　digitonin，　spec面c　inhibitors　of
caveolae－related　endocytosis，　inhibited　the　uptake　and　degra－
dation　of D3　aibumin　in　LECs　in　culture．　In　contrast，　PAO，　an
inhibitor　of　clathrin－related　end㏄ytosis，　showed　no　significant
effect　on　the　uptake　and　degradation　of　D3　albumin．　This
evidence strongly　suggests　that　D3　a亘bumin　travels　with　caveo－
lae　to　the　lysosome　after　attaching　to　the　cell　surface　receptors
gp　l　8　and　gp30．　Confocal　microscopic　observations　support　the
above　hypothesis（Fig．9）．　To　date，　the　caveohn　mol㏄ule　has
b㏄nrevealed　to　partic孟pate　in　cellular　traf行cking　of　modi行ed
albumins　in　endothe ia且cells（46，50）．　However，　a　recent　repOrt
by　Hansen　et　a1．（20）indicated　that　endo重he】ial　cells　incorpo－
rate　the　mOdified　albu血n　using　clath血rather　than　caveolin
vesicles．　The　r ason｛b 　this　different　pathway　is　thought　to　be
th 　differ ce　in　the　albumin　molecules．　Intracellular　transport
of　a且bumi 　molecules　seems　to　take　different　pathways，　de－
pending　on　the　receptors　that　can　recognize　the　structura重and
mOdif cational　nature　of　the　albumin　molecu且e，　and　this　differ－
ence　is　partly　defi ed　as　fbllows．　Complexes　with　native
albumin　and　gp60（albondin）（32，46，57）and　complexes　with
gold－albumin　and　gP　18　andlor　gP30（46，50）are　internalized
via　cav ol e－related　endocytosis，　whereas　complexes　of　AGE－
albumin　 nd　stabilin－2（FEEL－2）are　internalized　via　clathrin－
rei ed　end㏄ytosis（20）．　No　data　are　available，　however，　to
elucidate　the　cellular　events　occurring　after　albumin　attaches　to
gp l　8　and　gp30．　In　the　present　study，　we　have　obtained　direct
evidence　that　physiologica聾y　denatured　albumin　is　degraded
via　caveolae－mediated　end㏄ytosis　after　attaching　to　the　cell
surface　receptors　gPl8and　gP30・
　　In　summary，　we　first　demonstrated　that　oxidative　stress
generally　increases　levels　of　denatured　albumin（D2　and　D3
albumin）in　circu且ating　blood　in　rats．　Second，　we　have　shown
that　D3　albumin　binds　to　the　18－and　30－kDa　membrane
AJi）－Ce〃P力y∫’o’。voL　289・sE円「EMBER　2005・www両pcelLorg
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　proteins　that　have　been　reported　as　scavenger　Ieceptors　named
gpl8　and　gp30　fbr　chemica旺y　mo（lified　album血．　Third，　we
．have　demonst【ated　that　gp18－and　gp30－mediated　endocytosis
is　the　primary　pa血way　fbr　the　degradation　of　denatured　albu－
m㎞血primary　cultured　e且dotheHal　ceils．　Fourth，　we　have
－obtained　direct　evidence　that　caveolae－med孟a重ed　end㏄ytosis　is
　the　route　fbr　the　degradadon　of　physiologically　denatured
　albumi皿after　atta（；hing　to　the　cell－surface　Iec叩tors　gPl8　and
　gP30．　On　the　basis　of血ese　Iesults　and　our　previous　findings，
we　think　that　we　can　pmvide　a　sequencing　image　for　the
degradat量on　of　serum　albumin，　taking　into　acco皿t　both　the
　genem丘on「of　denatured　albu㎡皿in　vivo　and　the　recognidon　of
denatUre　i　albumin　on血e　cell　surface　and　intracellular　eventS
f（｝rthe　degmdation　of　denatuled　albumin．　At　present，　however，
we　have　no　information　ava丑able　that　would　alow　us　to
answer廿1e　fbnowi皿g　questions．1）Is　there　a　receptor　that　can
　recognize　nadve　albumin　and　lead　to　its　degradation？2）Are
there　amino　acid　sequences　in　albumin　molecules　that　can　be
　Ieco9】血ed　by　gP18　and　gP30？3）What　is血e　produc直on　rate
　of　denatured　a塁bumin　in　vivo？On　the　basis　of　our　present
findings，　we　may　be　able　to　elucida重e　more　plecisely　the　details
　of血e　degrada丘ve　process，　pa血culafly血the　seUing　of　oxida－
　tive　streSS．
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　生体内におけるタンパク質の分解や排
出は、生体の恒常性を維持する反応の1
つである。特に変性タンパク質はフォール
ディング病（狂牛病・アルツハイマー病・パ
ーキンソン病など、変性タンパク質の蓄積
で誘導される疾患の総称）につながる場合
が多く、速やかな消失が望まれる。しかし
個々のタンパク質がどのような機構で消失
するのかについては、未だ不明な点が多
い。そこで本研究では、血漿中で量的に最
も多い血清アルブミンをモデルタンパク質
として選び、ラットにおける変性アルブミン
の分解及び排出機構を調べた。
毒ラットの血液から2種類の変性アルブミン
を認めた。構造解析の結果、これらが変性
中間体と完全変性状態であることが判明し、
D2およびD3アルブミンと名づけた（表1）。
表1各種アルブミンのαヘリックス量と
　　プロテアーゼ感受性
　αヘリックス量はCDスペクトル分析から算出した。
プロテアーゼ感受性は各アルブミンをラット肝臓より
単離したリソソーム酵素で37℃2時間インキュベート
した。各サンプルをWestem　blotして、アルブミンバ
ンドの残存率をプロテアーゼ感受性として示した。
　1993年、血管を構成する内皮細胞から、
変性アルブミンと結合して細胞内分解へ導
く受容体としてgp　18とgp30が発見された。
しかしこの発見は生体外で化学的に変性
させた人工のアルブミンを生体内に戻すこ
とによって認められた事実であり、生体から
その性質を持つアルブミンは長い間発見さ
れていなかった。そこでまず変性アルブミ
ンを生体から検出し単離する目的で，重篤
な低アルブミン血症を伴う内毒素中毒（LPS
投与による）のラットを作製し、変性アルブミ
ンに特異的なエピトープを認識する抗体を
用いて検索を行った。その結果，内毒素中
　タンパク質が変性する原因の1つとして
フリーラジカルが知られている。内毒素中
毒によって認められたD2・D3アルブミンが
フリーラジカルによる酸化によって生成す
るという仮説をたて，他の酸化ストレスにつ
いて検討した。その結果，加齢（7週→6か月
令）・糖尿病（STZ投与による）・虚血性心疾患
（L－NAME投与による）・急性炎症（テレピン油投
与による）ラットの血液にも、内毒素中毒の時
と同様にD2・D3アルブミンの増加が示さ
れた。これらを酸化ストレスの指標である
TBARSを定量して比較した結果、変性ア
ルブミンの濃度とTBARSの間に相関関係
があることが確認された。特にD3アルブミ
1
ンはモデルの違いにほとんど影響されず
（図1）、フリーラジカルによる酸化がD3ア
ルブミンへの変性原因であることを強く示
した。
図1　TBARSとD3アルブミン濃度の相
　　　関関係
　酸化ストレスのレベルはTBA法により算出した。
D3アルブミン濃度はnative　PAGEで各アルブミンを
分離後、Westem　blot法により定量した。
結果から、内皮細胞における変性アルブミ
ンの分解経路は主にgp　18／30を介した取り
込みであることが示された。
図2　D3アルブミンの細胞内分解におけ
　　　る抗体濃度依存性阻害
　肝内皮細胞を培養したディッシュにコントロール
（●）・gp　18（▲）・gp30（△）・gp18／30両方（■）の抗
体をそれぞれFITC標識D3アルブミンと混合して加
え、2時間37℃でインキュベートした。PBS洗浄後、
細胞内におけるTCA溶解性の蛍光強度を測定後、
D3アルブミンの細胞内分解量を算出した。
修飾アルブミンを用いた研究報告から、
変性アルブミンの分解経路は10種類以上
あるのではないかと予測されている。そこ
で発見した変性アルブミンの分解経路を明
らかにする為、リガンドブロット法により結合
する受容体を検索した。その結果、D3アル
ブミンは血管内皮細胞の受容体gp　18／30と
高い親和性で結合することが示された。ま
た共焦点顕微鏡観察により、D3アルブミン
は内皮細胞のリソソームで分解されること
が明らかとなった。更に抗gp　18抗体と抗30
抗体の両方を用いることによりgp　18／30を
介する経路を阻害すると、D3アルブミンの
分解量が20％に減少した（図2）。これらの
　受容体gp30の機能を更に調べるため、
gp30がD3アルブミン結合後にどのように
細胞内で移動するか調べた。共焦点蛍光
顕微鏡による経時的観察から、細胞表面
にあったgp30がD3アルブミンと共に取り
込まれた後、再び細胞表面に現れ再利用
されることが示された。次に細胞外の変性
アルブミン濃度を増やしたところ、gp30の
再利用速度が上昇し（図3）、細胞内変性ア
ルブミンの分解量が増加した。これらの結
果から、血液中で変性アルブミンが増加し
て分解される必要性が高まった時、血管内
から変性アルブミンを素早く分解する合理
的な機構が存在すると考えられる。
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図3　gp30再利用速度のD3アルブミン
　　　濃度依存性
肝内皮細胞を培養したディッシュに濃度の異なる
D3アルブミン（5・25・50㎎／ml）をそれぞれ加え、
37℃でX軸に示す一定時間インキュベートした。
PBS洗浄後、　FITC標識抗gp30抗体を加え、4℃で1
時間インキュベートした。PBS洗浄後、蛍光強度を
測定し、細胞表面におけるgp30存在量を算出した。
図4　各種アルブミンの腎クリアランス
　ラット大腿静脈にTRITC標識Native・D2・D3アル
ブミン（各1㎎）を投与し、半日分の尿を回収後、採
血した。尿中及び血中のタンパク質をSDS－PAGEで
分離後、アルブミンのバンドの蛍光弓鍍を測定した。
更に尿量と糸球体濾過量を測定し、腎クリアランスを
算出した。
　腎臓によるタンパク質排出は血中タンパ
ク質の消失に大きく関与する。そこで腎臓
による変性アルブミンの排出機構について
調べた。まずWestem　Blot法により尿中に
D2・D3アルブミンが認められた。更に内
毒素中毒における尿中変性アルブミンの
濃度はコントロールに比べ有意に増加して
いた。また変性アルブミンの血中割合に比
べて尿中割合の方が高かった。そこでクリ
アランスに違いがあるか確かめるため、蛍
光標識したNative・D2・D3アルブミンを血
中に投与したところ、Nativeアルブミンに比
べ変性アルブミンのクリアランスが有意に
高かった（図4）。これらの結果から、腎臓
が血液中の変性アルブミンを積極的に尿
中へ排出する合理的機構が明らかになっ
た。
　本研究では生体内に存在する変性アル
ブミンを2つ発見した。そしてその1つD3
アルブミンが、酸化ストレスにより生成し、
主に受容体gp　18／30を介した取り込み経路
によって分解され、また腎臓から積極的に
体外へ排出される一連の流れを明らかに
した。この流れが本研究の最も大きな成果
であり、変性アルブミンの選択的かつ優先
的な消失機構を初めて浮き彫りにした。
　各小見出しに記載した現象は単独でも
新たな発見の為、意義があるものと考えら
れる。しかしそれら現象をつなげることで得
られた一連の流れこそ、変性アルブミンの
生成から消失までの概略図を形成する為、
意義は極めて大きいものと考えられる。こ
の事実は生体の1っの仕組みを明らかに
しただけでなく、変性タンパク質の蓄積に
起因する疾患における治療への基礎とな
ることを期待したい。
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